新規医薬品開発における非臨床薬物依存性試験方法の確立に関する研究 by 藤原, 淳 & ﾌｼﾞﾜﾗ, ｱﾂｼ
1 
 
 
 
新規医薬品開発における非臨床薬物依存性試験方法の確立
に関する研究 
Study on establishment of procedures for nonclinical drug dependence studies 
in new drug development 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
高崎健康福祉大学大学院薬学研究科 
 
藤原 淳 
2 
 
目次 
第 1 章 薬物依存性試験 ......................................................................................................... 5 
1.1 薬物依存性試験の歴史と概要 ...................................................................................... 5 
1.2 新規医薬品開発における薬物依存性試験の位置づけ................................................ 10 
第 2 章 薬物自己投与試験 .................................................................................................... 14 
緒論 ................................................................................................................................... 14 
材料及び方法 .................................................................................................................... 14 
動物 ............................................................................................................................... 14 
実験装置 ........................................................................................................................ 15 
実験方法 ........................................................................................................................ 15 
薬物 ............................................................................................................................... 18 
統計解析 ............................................................................................................................ 18 
結果 ................................................................................................................................... 19 
考察 ................................................................................................................................... 26 
小括 ................................................................................................................................... 29 
第 3 章 薬物弁別試験 ........................................................................................................... 30 
緒論 ................................................................................................................................... 30 
材料及び方法 .................................................................................................................... 31 
動物 ............................................................................................................................... 31 
実験装置 ........................................................................................................................ 31 
実験方法 ........................................................................................................................ 32 
薬物 ............................................................................................................................... 33 
統計解析 ........................................................................................................................ 34 
結果 ................................................................................................................................... 35 
考察 ................................................................................................................................... 40 
小括 ................................................................................................................................... 42 
第 4 章 身体依存性試験 ....................................................................................................... 43 
緒論 ................................................................................................................................... 43 
材料及び方法 .................................................................................................................... 44 
動物 ............................................................................................................................... 44 
実験方法 ........................................................................................................................ 44 
薬物 ............................................................................................................................... 45 
統計解析 ........................................................................................................................ 45 
結果 ................................................................................................................................... 46 
3 
 
考察 ................................................................................................................................... 48 
小括 ................................................................................................................................... 51 
総括 ....................................................................................................................................... 52 
謝辞 ....................................................................................................................................... 53 
参考文献 ............................................................................................................................... 54 
 
 
4 
 
本学位論文は，以下の原著論文を基に作成され，高崎健康福祉大学大学院薬学研究科に
提出されたものである． 
 
 
1. Fujiwara A, Iino M, Sasaki M, Relationship between the dose to produce reinforcing effect and 
that of gross behavioral effects in rhesus monkeys.  
Journal of Drug Abuse. 2016; 2(2): 24, 1-9, 2016. 
 
 
2. Fujiwara A, Shimosawa M, Iino M, Sasaki M, Sato S, Shimoi A . Generalization tests using 
different dosing routes from those of drug discrimination training in rats.  
The Journal Toxicological Sciences. 43(7):451-458. 2018. 
 
 
3. Fujiwara A, Shimosawa M, Iino M, Sasaki M, Sato S. Physical dependence and plasma 
concentrations of morphine in rats.  
Journal of Drug Abuse. 2(3):23, 1-5, 2016. 
 
 
5 
 
第 1章 薬物依存性試験 
1.1 薬物依存性試験の歴史と概要 
薬物依存とは生体がある薬物に対して依存にある状態を示し，WHO の Technical Report
（1969）1では「生体と薬物との相互作用の結果生じた特定の精神的，時に精神的及び身体
的状態をいう．特定の状態とは，ある薬物の精神効果を体験するため，また，時には退薬
による苦痛を逃れるため，その薬物を連続的あるいは周期的に摂取したいという強迫的欲
求を常に伴う行動やその他の反応によって特徴づけられた状態を指す．」と定義されてい
る 2． 
薬物依存は精神依存と身体依存に分類され，いずれも生体の状態を示している．これら
には統一された定義はないが，精神依存は精神的に薬物に頼り薬物への強い摂取欲求を示
す状態であり，身体依存は生体がある薬物の影響下に適応した結果，その薬物が体内から
消退して薬理作用が減弱もしくは消失すると精神的及び身体的な病的症候（退薬症候）が
発現する状態である 2．精神依存と身体依存は密接に関わっており，古くは薬物を繰り返し
反復摂取したために身体依存が形成され，その結果発現した退薬症候による苦痛から逃れ
るため，更に薬物を摂取して精神依存が形成されると考えられていた．しかし，アンフェ
タミンやコカインのような中枢神経系興奮薬，カンナビノイド，幻覚発現薬及び有機溶剤
では身体依存が形成されない 3（Table 1）．したがって，現在では薬物の摂取により精神依
存が形成され，さらに反復摂取することで一部の薬物では身体依存が形成されるという考
Table 1  WHOによる依存形成成分の分類
タイプ 身体依存 精神依存 薬物の例
アルコール +++ ++ アルコール
アンフェタミン - +++ アンフェタミン，メタンフェタミン
バルビツレート +++ ++ バルビツール誘導体，ベンゾジアゼピン誘導体
カンナビノイド - ++（+） マリファナ
コカイン - +++ コカイン
幻覚発現薬 - +++ LSD，メスカリン，サイロシビン
カート -? ++ カート
オピオイド +++ +++ モルヒネ，ヘロイン，コデイン，ペチジン，フェンタニル
有機溶剤 - + トルエン，シンナー，アセトン，エーテル，クロロホルム
文献3より一部を改変
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えが定着している．また，身体依存は精神依存を増強することもよく知られている． 
薬物依存性は薬物の薬理作用特性であり，精神依存性及び身体依存性に分類される．こ
れらを検索するための試験はそれぞれ精神依存性試験及び身体依存性試験と呼ばれ，さら
にこれらを総称して薬物依存性試験という．精神依存性試験は薬物選択試験，薬物自己投
与試験，条件付け場所嗜好性試験及び薬物弁別試験，身体依存性試験は身体依存形成試験
及び交差身体依存性試験に大別される． 
薬物依存性試験の種類及び特徴などを Table 2 に示す． 
 
薬物選択試験は，薬物を混入した飼料や飲料水を通常飼料や飲料水と併置して動物に摂
取させる方法である．1956 年の Coppock ら 4 のラットを用いた報告以来多くの研究が行わ
れたが，明らかな依存性薬物でも摂取されないことがあるため，未知の薬物への試験には
適さない 2． 
薬物自己投与試験（Fig. 1）は，動物のレバー押し行動やノーズポーク行動（レバーの代
わりに穴に鼻先を入れる行動）によって留置カテーテルを介して，又は経口的に薬物を摂
取させる方法であり薬物の精神依存性評価において，最も信頼性の高い方法である 2，5．1955
年の Headlee ら 6のラットを用いた腹腔内自己投与実験が最初の報告で，その後 1962 年に
Weeks 7がラットの静脈内自己投与法を，さらに，1969 年に Deneau ら 8がアカゲザルの静脈 
 
Table 2  薬物依存性試験
分類 試験種 概要 観察指標
薬物選択試験
薬物を混入した飼料や飲料水の嗜
好性を観察．
強化効果
薬物自己投与試験
レバー押しやノーズポークによって
留置カテーテルを介して，又は経口
的に薬物を摂取させる．
強化効果
条件付け場所嗜好性試験
薬物で条件付けした場所への滞在
時間を観察．
報酬効果
薬物弁別試験 訓練薬物側レバーへの反応を観察． 弁別刺激特性
身体依存形成試験
薬物を反復処置後に休薬し，退薬症
候発現を観察．
退薬症候
交差身体依存性試験
身体依存を形成させた動物に退薬
症候を発現させるか，または，抑制
するかを観察．
退薬症候
精神依存性
試験
身体依存性
試験
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内自己投与法を報告した．その他，マウス 9，ネコ 10，イヌ 11，リスザル 12，カニクイザル 13，オ
マキザル 14，ヒヒ 15 なども薬物自己投与実験に用いられている．薬物自己投与試験ではレ
Fig. 1. アカゲザル及びラットの静脈内薬物自己投与試験
いずれの動物種も頸静脈又は大腿静脈にカテーテルを留置し，アームや
スプリングテザーで係留する．レバー押しにより注入機が作動し，留置カ
テーテルを介して薬液が静脈内に注入される．
薬液注入機
レバー
ランプ
係留アーム
Shiryu
Shiryu
スプリングテザー
シーベル
注入機
ランプ
レバー
サドル
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バー押し行動やノーズポーク行動により薬物摂取の増加の有無を検索し，薬物摂取回数が
増加した場合，その薬物は強化効果を有すると判定する．薬物自己投与試験における強化
効果とは，薬物が正の強化子としての特性を有すること，すなわち薬物が生体に自身を摂
取させるような性質である．動物において強化効果を示す薬物のほとんどがヒトにおいて
精神依存性を発現するため，強化効果と精神依存性には密接な関係がある 2，16． 
条件付け場所嗜好性試験（Fig. 2）は，薬物の感覚効果（中枢神経作用）と環境刺激（視
覚刺激，触覚刺激，嗅覚刺激など）を結び付ける方法である 17．1980 年の Phillips 18 のラッ
トにおけるモルヒネの実験が最初の報告で，その後，マウス 19，コモンマーモセット 20 な
ども用いられている．条件付け場所嗜好性試験では，はじめに条件付けとして動物に薬物
又は媒体を投与し，白又は黒の BOX に一定時間入れ，翌日に薬物と媒体及び BOX の組み
合わせを入れ替える操作を数回繰り返す．条件付け終了の翌日には投与せず，白黒 BOX の
仕切りを外して薬物側 BOX の滞在時間を測定する．薬物側滞在時間が媒体よりも長い場合
には報酬効果を有する，一方，薬物側滞在時間が媒体よりも短い場合には嫌悪効果を有す
ると判定する．条件付け場所嗜好性試験の結果は薬物自己投与試験の結果とよく一致して
おり，また，簡便かつ短期間の実験で評価が可能なため，現在では，条件付け場所嗜好性
Fig. 2. ラットの条件付け場所嗜好性試験
条件付けとして，動物に薬物又は媒体を投与し，白又は黒のBOXに一定時間入れる．翌日
には薬物と媒体及びBOXの組み合わせを入れ替える．当該操作を数回繰り返す．条件付け
終了の翌日に，投与はせず，白黒BOXの仕切りを外して，薬物側BOXの滞在時間を測定す
る．
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試験は広く用いられている．しかし，アルコール，ベンゾジアゼピン系薬物，バルビツー
ル酸誘導体などの中枢抑制薬は条件付け場所嗜好性試験で報酬効果を確認できるとの報告
と，できないとの両報告があることから，実験条件や環境条件には注意を払う必要がある
5，17． 
薬物弁別試験（Fig. 3）は，薬物の摂取感覚効果（弁別刺激）の有無や，摂取感覚効果が
既知の依存性薬物と類似しているかを検索する方法である．1956 年に Blough 21 がハトを用
いた薬物弁別試験を報告し，その後，1976 年の Colpaert ら 22 のラットでの報告により，現
在よく用いられている「2 レバーによる餌強化」の方法が確立された．ラットでの報告が多
いが，マウス 23，リスザル 24，カニクイザル 25，アカゲザル 26，ヒヒ 27なども用いられてい
る．薬物弁別試験では一般的に 2 レバーが設置されたオペラント実験箱が用いられる．は
じめに被験薬や既知の依存性薬物のような訓練薬（D）とその媒体（V）の弁別訓練を行う．
弁別訓練は，D 投与時には D 側レバー（例えば右側），V 投与時には V 側レバー（例えば左
側）のレバーを押せば餌が提示される条件で，D 投与時には D 側レバーを，V 投与時には
V 側レバーをのみを安定して押すようになるまで継続する．D 及び V 投与時にそれぞれの
レバーに対して安定したレバー押しがみられれば，動物は D と V の弁別を獲得したと判定
する．なお，D に被験薬を用いた場合には，何らかの弁別刺激を有すると考えられる．その
後，D と被験薬又は既知の依存性薬物のようなテスト薬物（T）の弁別刺激の類似性を検索
Fig. 3. ラットの薬物弁別試験
はじめに被験薬や既知の依存性薬物のような訓練薬（D）とその媒体（V）の弁
別訓練を行う．DとVの弁別を獲得した後，依存性薬物のようなテスト薬物（T）の
弁別刺激効果の類似性を検索するために，般化テストを行う．
依存性薬物
Shiryu
媒体
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するために，般化テストを行う．般化テストでは，D 側レバーを押せば T は D に般化した
と判定し，それぞれの弁別刺激は類似していると評価する 28． 
身体依存形成試験は，薬物を反復又は持続投与した後自然休薬又は拮抗薬の投与により，
退薬症候の有無を検索する方法である．身体依存形成試験の歴史は古く，1928 年に Plant
ら 29 はイヌを，1929 年に Tatum ら 30 はアカゲザル用いたモルヒネの身体依存性を報告して
いる．その後，マウス 31 やラット 32 を用いた方法が主体となったが，その他，ウサギ 33，
モルモット 34，ネコ 35，カニクイザル 36，オマキザル 37又はヒヒ 38なども用いられている．
身体依存形成試験ではさまざまな試験方法が開発されており，マウスやラットで用いられ
る主な方法として，被験薬を皮下投与や経口投与で連日投与した後に休薬する注射法 32，39，
被験薬が含有された pellet を皮下に埋植し，pellet を外科的に除去又は拮抗薬を投与する
pellet 法 31，40，静脈内，皮下又は腹腔内にカテーテルを留置して被験薬を持続的又は間歇的
に注入した後休薬する infusion 法 41，42，薬物を混入した粉末飼料を動物に自由摂取させた後
休薬する薬物混餌法 43，44 などがある． 
交差身体依存性試験は，あらかじめモルヒネやバルビタール類のような既知の依存性薬
物の反復処置によって身体依存を形成させた後，被験薬投与による退薬症候の発現の有無
を検索（substitution test）し，また，依存性薬物の反復処置後に休薬して発現した退薬症候
を被験薬投与により抑制されるかを検索する（suppression test）方法である 2．マウス 39，ラ
ット 45，イヌ 46，サル 47などが用いられるが，最近の報告は少ない． 
 
1.2 新規医薬品開発における薬物依存性試験の位置づけ 
薬物依存性試験に関わる主な指針は，現在以下の 4 指針である．日本では，厚生省薬務
局麻薬・審査課長通知:「薬物依存性に関する動物実験と臨床観察の適用範囲と実施要領に
ついて」（1975 年 3 月 14 日付薬麻第 113 号）」，米国では「Guidance for Industry: Assessment of 
Abuse Potential of Drugs」（FDA，2017 年 1 月），欧州では「Guideline on the Non-Clinical 
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Investigation of the Dependence Potential of Medicinal Products」（EMEA，2006 年 3 月），日米欧
三極共通として ICH-M3(R2)「Guidance on Nonclinical Safety Studies for the Conduct of Human 
Clinical Trials and Marketing Authorization for Pharmaceuticals M3(R2)」（2009 年 6 月）である．
これらの指針では，非臨床薬物依存性試験は大規模な臨床試験の前には終了させる必要が
あり，すなわち臨床第 II 相試験と並行して実施される． 
薬物依存性試験の実験方法には様々なバリエーションがある．最も新しく発効された米
国のガイダンスでは，一部，実験方法が記載されたが詳細な方法は記載されておらず，実
験方法は各実施施設や研究者にゆだねられる．米国のガイダンスの概要を Table 3 に示す．
 
その他の指針では詳しい実験方法の記載はなく，実験の種類程度の記載である．したがっ
て，施設ごとに精度良く薬物依存性を検出できる方法を確立し，その方法の妥当性を検証
しておく必要がある．また，医薬品の開発では無用な実験や動物数の削減を考慮し，かつ，
より短期間で信頼性の高い結果が求められる． 
本論文では，新規開発中の医薬品を対象として実施される主な薬物依存性試験である，
薬物自己投与試験，薬物弁別試験及び身体依存性試験方法の確立を目的とし，以下に得ら
れた知見について報告する． 
第 2 章 薬物自己投与試験では，薬物自己投与試験の新規用量設定方法及び新規薬物自己
Table 3  FDAガイダンス（2017）における動物を用いた薬物依存性試験の概要
試験種 方法
薬物自己投与
試験
・強化スケジュール: FR10（レバー押し10回に対して1回の薬物注入）．
・陽性対照（訓練薬）: 同じ薬理学的クラス，同じ治療クラスまたは類似の行動効果を生じる
Controlled Substances Act （CSA）によりスケジュールされた薬物を用いる．
・用量: ヒトの治療血中濃度の一部を含むように設定する．
条件付け場所嗜好性
試験
・自己投与ほどの感度と信頼性はない．
・陽性対照: 同じ薬理学的クラスのCSAによりスケジュールされた薬物を用いる．
・用量: ヒトの治療血中濃度以上，Tmaxにより条件付け時間を設定する．
薬物弁別
試験
・強化スケジュール: FR10（レバー押し10回に対して1個の餌を提示）．
・訓練薬: CSAによりスケジュールされた既知の依存性薬物を用いる．
・弁別訓練完成基準:  訓練薬側及び媒体側レバー押しの正解率が80%以上．
・般化テスト: 左右レバーを合計10回押した時点で終了する．報酬（餌）を与えない．
・評価: 訓練薬側レバー押しに割合が，「完全般化> 80％>部分般化>20%>般化なし」
身体依存性
試験
・用量: 治療的血漿レベルによる薬物の慢性投与が薬物中止時に退薬症状を生じるかを観
察する．
・実施期間: 投与期間を4週間，休薬期間を7日間設定する．
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投与方法の確立を目的とした．用量設定方法では，米国のガイダンスには「ヒトの治療血
中濃度の一部を含む用量を設定する」と記載されているが，ヒトの治療血中濃度が判明す
る以前の試験実施には適用できない．前述したとおり，薬物依存性試験は，新薬の承認申
請用には臨床第 II 相試験と並行して実施されるが，新薬の開発初期においてもその依存性
の有無により開発戦略を検討するために実施される場合がある．したがって，ヒトの治療
血中濃度を指標とした以外の用量設定方法も必要である．そこで，これまで報告されてい
ない累積用量法による一般状態に変化の発現する最低用量（効果発現最小用量）を指標と
した薬物自己投与試験の用量設定方法を検討した．また，薬物自己投与方法では，欧米で
良く用いられる substitution法をより簡便にするための薬物自己投与法の確立を目的とした．
Substitution 法は，はじめに標準薬における摂取を高頻度で数日間維持させた後，標準薬を
被験物質や媒体に交換して摂取回数を数日間観察するサイクルを複数回繰り返し，幅広い
用量範囲を検索する自己投与方法である 16．標準薬の直後から被験物質を自己投与させるた
め，標準薬と被験物質の薬理作用特性が大きく異なると被験物質の強化効果を検出できな
い場合（偽陰性）や，標準薬と被験物質の薬理作用特性の一部が類似している場合には，
被験物質に強化効果がなくても，自己投与が増加し，その結果，被験物質は強化効果を有
すると判定する場合（偽陽性）がある 48．ただし，米国では強い強化効果を有する薬物を検
出できれば良いとの考えから 49，偽陰性及び偽陽性の改善に関する研究はほぼ行われていな
い．そこで本研究では，被験物質に対する標準薬の影響を減らすため，substitution 法のよう
に被験物質直前に標準薬を自己投与させず，標準薬，媒体，被験物質を高用量から低用量
の順に自己投与させる方法を検討した． 
第 3 章 薬物弁別試験では，薬物弁別訓練における訓練薬物の投与経路とは異なる投与経
路による般化テスト方法の確立を目的とした．新薬の承認申請では，臨床投与経路による
般化テストの実施が推奨されている．しかし，薬物弁別訓練の投与経路は，通常，腹腔内
又は皮下で実施される 50-53 ため，薬物弁別訓練と般化テストで投与経路が異なる可能性が高
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い．しかし，薬物弁別訓練と般化テストで異なる投与経路による影響を検討した報告は少
ない．そこで，本研究では，腹腔内投与によりモルヒネの弁別を獲得させたラットで，こ
れまで報告の乏しいコデインの経口投与による般化テストを検討した． 
第 4 章 身体依存性試験では，新規身体依存形成方法の確立を目的とし，モルヒネを用い
て検討した．モルヒネの身体依存形成法及び退薬症候観察法には様々な種類があり，多く
は投与用量を漸増しながら 1 日複数回の投与を実施している 54-65．一方，開発中の薬物にお
ける身体依存性試験では，様々な方法により薬物の身体依存性を評価するのではなく，動
物数や実施試験数の削減あるいは複数試験の実施を避けるため，ある程度統一された方法
を用いて薬物の身体依存性を検出する必要がある．そこで，本研究ではこれまで報告され
ていない，用量を投与期間中に増量せず同じ用量を 1 日 1 回経口投与する身体依存形成法
をモルヒネにより検討した． 
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第 2章 薬物自己投与試験 
緒論 
薬物自己投与試験では，強化効果を有する薬物の用量-反応関係は，逆 U 字（ベル型）を
示すことが知られている．薬物の用量が低すぎる場合には動物が薬物の効果を捉えられず，
一方，用量が高すぎる場合にも毒性や過度の中枢抑制や興奮などが発現するため自己投与
回数が増加しない．したがって，強化効果を適切に検出するためには，適切な用量が必要
となる．Ator ら 48 は，自己投与試験における用量は「溶解限界や毒性が発現する高用量か
ら媒体と反応が変わらない程度の低用量まで」を設定すべきとしている．また，各種指針
では，高用量を臨床有効濃度の数倍程度で設定することが示されている．しかし，これら
の基準を満たすためには，前者では多くの実験をする必要があり，後者では臨床有効血中
濃度決定後の実施となるため時間と費用を要する．そこで，我々は他の用量設定方法を検
討するため，既知の依存性薬物の単回投与による一般状態観察において変化の発現する最
低用量（効果発現最小用量）と自己投与回数のピークの用量の関係を調べ，効果発現最小
用量を指標とした自己投与試験の用量設定方法を検討した．また，本研究で用いた薬物自
己投与試験法が欧米で良く用いられる substitution 法と同程度に強化効果を検出できるかを
検討した． 
 
材料及び方法 
動物 
実験 1: 単回投与による一般状態観察では雄 2 匹及び雌 4 匹の中国産アカゲザル（Macaca 
mulatta，日本クレア株式会社及び株式会社アニマルケア）を用いた．供試時の年齢は 6～18
歳，体重は 4.5～5.7 kg であった．これらのサルはステンレス・高圧メラミン化粧板製ケー
ジ（68W × 86D × 86H cm）で個別に飼育した． 
実験 2: 静脈内自己投与実験では雄 3 匹及び雌 4 匹のアカゲザルを用いた．供試時の年齢
15 
 
は 9～13 歳，体重は 4.5～7.3 kg であった．すべてのサルは過去にコカイン，ペントバルビ
タール又はペンタゾシンを自己投与した経験があったが，ニコチン及びカフェインの自己
投与経験はなかった．サルはステンレス製ケージ（75W × 90D × 100H cm）にステンレス製
のアーム及びハーネスで係留した 8．また，ペントバルビタール麻酔下で頸静脈又は大腿静
脈にシリコン製カテーテル（外径 2 mm，内径 1 mm）を留置し，サルの背部から体外へ導
出したカテーテルの端はアームの管腔を走行するチューブを介して自動注入機に接続した． 
動物には，100～120 g のサル用飼料（PS，オリエンタル酵母工業株式会社）を 1 日 1 回
与えた．水は市営上水道水を自動給水器から自由に摂取させた．飼育室の温度は 25 ± 2°C，
湿度は 60 ± 20%で制御し，照明は午前 7 時から午後 7 時までの 12 時間点灯した． 
すべての実験は，AAALAC International の認証施設である株式会社イナリサーチの動物実
験審査委員会で承認され実施した． 
 
実験装置 
自己投与実験はレバー及びその上部約 5 cm に赤色ランプを設置したホームケージで実施
した．サルがケージ内に設置したレバー押すと投与液が静脈内カテーテルを介して自動的
に注入される薬物自己投与実験法を用い，実験の制御及びデータの記録は MED-PC（Med 
Associates Inc.）で実施した． 
 
実験方法 
実験 1: 単回投与による一般状態観察 
1 薬物につき 2 匹のアカゲザルを用いた．サルをモンキーチェアに保定し，投与液を 2～
4 回，15 分間隔の累積用量法で橈側皮静脈に静脈内投与した．投与用量は一般状態に変化
がみられるまで増量した．一般状態観察は投与直後及び投与後 10 分に行った．薬物投与後
にサルをホームケージに戻し，流涎，嘔気，嘔吐，運動持続，運動低下，うずくまり姿勢，
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横臥及び観察者への攻撃，閉眼，観察者への反応の低下，観察者への怯え表情，瞳孔径，
動作緩慢及び運動失調の各項目を観察した．各観察項目はあらかじめ設定した 2～4 段階ス
ケールで観察し，瞳孔径は目測値で測定した．また，2 匹中 1 匹でも変化がみられた用量を
効果発現最小用量とした．投与薬物及び動物の情報を Table 4 及び 5 に示す． 
 
 
 
 
Table 4 一般状態観察における薬物の用量
1回目 2回目 3回目 4回目
コカイン 0.25 0.5 1 2
ペントバルビタール 0.5 1 2 4
ペンタゾシン 1 2 - -
ニコチン 0.063 0.13 0.25 0.5
カフェイン 1 2 4 8
－: 実施せず
薬物
累積用量 (mg/kg)
Table 5 一般状態観察に供試したアカゲザルの情報及びテストスケジュール
1回目 2回目
No. 32，雄，6歳
No. 1416，雌，11歳
No. 9，雌，9歳
No. 26，雌，8歳
No. 1309，雄，18歳
No. 1314，雌，18歳
－: 実施せず
1及び2回目のテストは1週間以上の間隔を空けて実施した．
アカゲザル
ペントバルビタール -
ニコチン カフェイン
コカイン ペンタゾシン
テストスケジュール
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実験 2: 静脈内自己投与実験 
静脈内自己投与実験の概要を Fig. 4 に示す．1 薬物につき 4～6 匹のアカゲザルを用いた．
自己投与実験は毎日 2 時間，午前 11 時から午後 1 時に実施した．強化スケジュールはサル
がレバーを 5 回押すと投与液が 1 回注入される Fixed-ratio 5（FR5）とした．毎日の実験は
レバーの上部に設置した赤色ランプを点灯して開始した．投与液の注入中及び各注入後に
設定した 1 分間のタイムアウト期間にはランプを消灯し，その期間中はレバー押しを無効
とした． 
 
初めにコカインの 0.03 mg/kg/infusion の自己投与回数（摂取回数）が 1 日 11 回以上で 3
日間連続することを確認した．コカインの摂取回数は過摂取を避けるため最大 1 日 20 回に
制限した．次いで，生理食塩液の 0.25 mL/kg/infusion の摂取回数が 1 日 10 回以下で 3 日間
連続することを確認した．コカイン及び生理食塩液の後，各薬物の 3 から 6 用量を高用量
Fig. 4. アカゲザルの静脈内薬物自己投与試験
アカゲザルの頸静脈又は大腿静脈にカテーテルを留置し，アームで
係留する．レバー押しにより注入機が作動し，留置カテーテルを介し
て薬液が静脈内に注入される．
薬液注入機
レバー
ランプ
係留アーム
Shiryu
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から順に，1 用量を 4 日間自己投与させた．自己投与実験のスケジュールを Table 6 に示す． 
 
 
薬物 
コカイン（コカイン塩酸塩，武田薬品工業株式会社），ペントバルビタールナトリウム（ネ
ンブタール，大日本住友製薬株式会社），ペンタゾシン（ソセゴン，丸石製薬株式会社），
ニコチン（(-)-ニコチン，Sigma-Aldrich Co. LLC）及びカフェイン（Sigma-Aldrich Co. LLC）
を生理食塩液（株式会社大塚製薬工場）で溶解又は希釈して用いた． 
 
統計解析 
摂取回数は最後の 3 日間のデータを採用した．強化効果は，動物ごとに以下の基準を満
たした場合に「有り」と判定した; 1）「薬物のいずれかの用量における 3 日間の摂取回数の
平均値が，生理食塩液における平均値よりも高く，かつ，摂取回数の個別値が生理食塩液
と重なっていないこと 49」，及び 2）「1）に該当する薬物の平均値が生理食塩液よりも統計
学的に有意に高いこと」．統計解析では，薬物の用量が 1 用量の場合には Student t-test，2 用
量以上の場合には Dunnett test を実施した． 
 
Table 6 自己投与実験に供試したアカゲザルの情報及びテストスケジュール
1回目 2回目 3回目 4回目 5回目
No. 1，雄，9歳 コカイン ペントバルビタール - - -
No. 3，雄，9歳 ペンタゾシン - - - -
No. 5，雄，9歳 ペントバルビタール コカイン ペンタゾシン ニコチン カフェイン
No. 1396，雌，13歳 コカイン ペンタゾシン ペントバルビタール ニコチン カフェイン
No. 1398，雌，13歳 コカイン ペントバルビタール ペンタゾシン ニコチン カフェイン
No. 1405，雌，12歳 コカイン ペントバルビタール ペンタゾシン ニコチン カフェイン
No. 1414，雌，12歳 ペントバルビタール - - - -
－: 実施せず
各テストは2週間以上の間隔を空けて実施した．
テストスケジュール
アカゲザル
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結果 
実験 1: 単回投与による一般状態観察 
効果発現最小用量は，コカインでは 1 mg/kg，ペントバルビタールでは 4 mg/kg，ペンタ
ゾシンでは 2 mg/kg，ニコチンでは 0.25 mg/kg，カフェインでは 4 mg/kg であった．これら
効果発現最小用量において，2 匹中 1 匹で，コカインでは運動持続及び素早い動作が，ペン
トバルビタールでは運動失調が，ペンタゾシンでは閉眼及び動作緩慢が，ニコチンでは立
毛が，カフェインでは観察者への攻撃行動の増強及び怯え表情の減弱がみられた（Table 7）． 
  
 
薬物
効果発現最小用量
（mg/kg） 一般状態変化
運動持続
素早い動作
ペントバルビタール 4 運動失調
閉眼
動作緩慢
ニコチン 0.25 立毛
観察者への攻撃行動の増強
観察者への怯え表情の減弱
薬物は15分間隔で累積用量法により静脈内に投与した．
カフェイン 4
ペンタゾシン
Table 7 アカゲザルの一般状態観察における効果発現最小用量
2
コカイン 1
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実験 2: 静脈内自己投与実験 
コカインでは 5 匹すべてのサルで強化効果を検出し，全頭で逆 U 字型の用量‐反応曲線
を示した．自己投与回数のピークの用量は 0.016 及び 0.064 mg/kg/infusion であった（Fig. 5）． 
 
Fig. 5. コカインの静脈内自己投与
コカイン（0.03 mg/kg/infusion），生理食塩液，テスト薬物の高用量から低用量の順に
1日2時間，FR5スケジュールでサルに自己投与させた．注入後には1分間のタイム
アウト時間を設けた．各ポイントは最後の3日間の平均自己投与回数及び標準偏差
を示す．
C: コカイン   S: 生理食塩液   inf.: infusion
*: p < 0.05 vs. saline （強化効果有りと判定した用量）
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ペントバルビタールでは 1 匹（No. 1398）を除く 6 匹中 5 匹のサルで強化効果を検出し，
その内の 1 匹（No. 1）を除く 5 匹中 4 匹で逆 U 字型の用量‐反応曲線を示した．自己投与
回数のピークの用量は 0.25 及び 0.5 mg/kg/infusion であった（Fig. 6）． 
 
Fig. 6. ペントバルビタールの静脈内自己投与 
詳細はFig. 5を参照．
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ペンタゾシンでは 2 匹（No.3 及び 5）を除く 5 匹中 3 匹のサルで強化効果を検出し，3 匹全
例で逆 U 字型の用量‐反応曲線を示した．自己投与回数のピークの用量は 0.016 及び 0.063 
mg/kg/infusion であった（Fig. 7）． 
 
Fig. 7. ペンタゾシンの静脈内自己投与 
詳細はFig. 5を参照．
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ニコチンでは 4 匹中 2 匹（No. 1396 及び 1405）のサルで強化効果を検出し，2 匹ともに
逆 U 字型の用量‐反応曲線を示した．自己投与回数のピークの用量は 0.001 及び 0.004 
mg/kg/infusion であった（Fig. 8）． 
 
Cocaine 0.03 mg/kg → Saline → Nicotine
Fig. 8. ニコチンの静脈内自己投与 
詳細はFig. 5を参照．
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カフェインでは 4 匹中 1 匹（No. 1398）のサルでのみ強化効果を検出し，逆 U 字型の用量
‐反応曲線を示した．自己投与回数のピークの用量は 0.256 mg/kg/infusion であった（Fig. 9）． 
 
 
各薬物における自己投与回数と平均摂取量を Table 8 に示す．強化効果を検出した用量は，
コカインでは 0.004～0.064 mg/kg/infusion，ペントバルビタールでは 0.25～1 mg/kg/infusion，
ペンタゾシンでは 0.016～0.063 mg/kg/infusion，ニコチンでは 0.00025～0.0016 mg/kg/infusion
及びカフェインでは 0.064 mg/kg/infusion であった．平均摂取量は動物ごとに異なっていた
が，ほとんどの動物では，高用量において最大摂取量を示した．強化効果を検出した動物
における平均最大摂取量は，コカインでは 1.7～4.2 mg/kg，ペントバルビタールでは 6.7～
17.3 mg/kg，ペンタゾシンでは 1.8～3.8 mg/kg，ニコチンでは 1.5～1.8 mg/kg，カフェインで
は 5.5 mg/kg であった． 
Cocaine 0.03 mg/kg → Saline → Caffeine
Fig. 9. カフェインの静脈内自己投与 
詳細はFig. 5を参照．
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コカイン
Range Intake Range Intake Range Intake Range Intake Range Intake
0.004 15-33 0.1 7-17 0.05 29-43 0.2 14-23 0.1 2-19 0.04
0.016 45-69 0.9 15-40 0.4 36-44 0.6 47-61 0.9 32-60 0.7
0.064 33-36 2.2 29-31 1.9 24-26 1.6 38-57 2.9 30-37 2.1
0.256 12-15 3.4 6-8 1.7 5-9 1.8 16-17 4.2 9-11 2.6
生理食塩液 6-9 - 1-5 - 7-10 - 1-7 - 4-8 -
ペントバルビタール
Range Intake Range Intake Range Intake Range Intake Range Intake Range Intake
0.125 - - - - - - - - 13-28 2.3 - -
0.25 15-17 4.0 2-14 2.0 7-39 5.9 6 1.5 23-36 7.1 4-10 2.0
0.5 14-18 7.8 20-24 11.2 31-36 16.5 5-9 3.8 21 10.5 9-22 7.8
1 4-8 6.7 13-19 15.0 16-19 17.3 3-6 4.0 11-13 12.0 13-15 14.0
生理食塩液 8-10 - 1-9 - 5-7 - 5-6 - 5-10 - 5-8 -
ペンタゾシン
Range Intake Range Intake Range Intake Range Intake Range Intake
0.004 1-6 0.01 - - - - 14-16 0.1 - -
0.016 9-10 0.2 5-7 0.1 19-20 0.3 34-39 0.6 27-42 0.5
0.063 9-11 0.6 5-28 0.9 20-28 1.5 13-28 1.4 46-64 3.4
0.25 4-5 1.2 7-11 2.4 6-9 1.8 5-6 1.4 9-20 3.8
生理食塩液 2-9 - 1-7 - 5-10 - 6-9 - 6-10 -
ニコチン
No. 5
Range Intake Range Intake Range Intake Range Intake
0.00025 - - 10-25 0.005 - - - -
0.001 - - 18-26 0.02 - - 5-15 0.01
0.004 0 0.0 5-15 0.04 2-4 0.01 15-32 0.1
0.016 0 0.0 5-17 0.2 1-5 0.05 17-21 0.3
0.064 0-2 0.1 6-9 0.5 2-5 0.2 8-10 0.6
0.256 1-3 0.5 6 1.5 3-4 0.9 7 1.8
生理食塩液 2-4 - 5-8 - 2-4 - 3-9 -
カフェイン
アカゲザル
Range Intake Range Intake Range Intake Range Intake
0.016 0 0 3-6 0.1 1-9 0.1 0 0
0.064 0-1 0.02 2-18 0.5 5-8 0.4 0 0
0.256 0-1 0.2 0-1 0.1 3-17 2.4 0-2 0.3
1.024 0-6 2.0 0 0 4-7 5.5 0-3 1.7
生理食塩液 0-4 - 3-9 - 3-4 - 6-10 -
Range: 自己投与回数の幅（回）   Intake: 平均薬物摂取量（mg/kg/2時間セッション）   －: 実施せず
自己投与回数の幅及び平均薬物摂取量は各薬物の最後の3日間の値を集計した．
アカゲザル
アカゲザル
アカゲザル
アカゲザル
Table 8 各薬物の自己投与回数の幅及び平均摂取量
用量
（mg/kg/infusion） No. 3 No. 5 No. 1396 No. 1398 No. 1405
用量
（mg/kg/infusion） No. 1 No. 5 No. 1396
用量
（mg/kg/infusion） No. 1396 No. 1398 No. 1405
用量
（mg/kg/infusion） No. 5 No. 1396 No. 1398 No. 1405
No. 1398 No. 1405
用量
（mg/kg/infusion） No. 1 No. 5 No. 1396 No. 1398 No. 1405 No. 1414
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一般状態観察における効果発現最小用量（MED）と自己投与実験において生理食塩液以
上の摂取がみられた用量（SAD）及び最大の摂取がみられた用量（PSAD）の比較を Table 9
に示す．SAD 及び PSAD は，それぞれ MED の 1/1000～1/4 及び 1/250～1/8 であった． 
 
 
考察 
薬物自己投与法の目的は「薬物の強化効果の有無を調べる」ことであるが，その方法に
は複数のバリエーションがある．例えば，アカゲザルでは初期には連続自己投与法が用い
られたが 8，現在，欧米で良く用いられている方法は substitution 法である 49．連続自己投与
法では実験時間を制限せず，24 時間，動物が好きな時にレバーを押して薬物を摂取するこ
とができる．一方，substitution 法では，はじめに標準薬における摂取を高頻度で数日間維持
させた後，標準薬を被験物質や媒体に交換し摂取回数を数日間観察する．被験物質を複数
用量で実施する場合には，このサイクルを複数回実施する（例えば，標準薬，媒体，標準
薬，被験物質 1 用量目，標準薬，被験物質 2 用量目…）．本研究で用いた薬物自己投与法で
は，はじめに標準薬のコカインを頻回に摂取することを確認し，次に媒体である生理食塩
液で摂取が減少することを確認した後に，最後に被験物質を高用量から低用量の順に自己
投与させた．すなわち本研究で用いた薬物自己投与法では，substitution 法のように各用量の
被験物質を自己投与させる前に標準薬を自己投与させる実験手続きを設けなかった．この
ように，いずれも実験手順が異なるため，本研究における薬物自己投与の結果の妥当性に
ついて検証した． 
MED
 (mg/kg)
コカイン 1 0.004 - 0.064 0.016 - 0.064 1/250 - 1/16 1/63 - 1/16
ペントバルビタール 4 0.25 - 1 0.25 - 0.5 1/16 - 1/4 1/16 - 1/8
ペンタゾシン 2 0.016 - 0.063 0.016 - 0.063 1/125 - 1/32 1/125 - 1/32
ニコチン 0.25 0.00025 - 0.016 0.001 - 0.004 1/1000 - 1/16 1/250 - 1/63
カフェイン 4
用量 (投与経路: 静脈内)
0.064
SAD
 (mg/kg/infusion)
Table 9  一般状態観察における効果発現最小用量（MED）と生理食塩液を超える自己投与を示した
            用量（SAD）及び最も平均自己投与回数が高かった用量（PSAD）の関係
1/63
MED/SAD
1/16
比
MED/PSAD
PSAD
 (mg/kg/infusion)
0.256
薬物
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本研究において強化効果を検出したサルは，コカインでは 5 匹全頭，ペントバルビタール
では 6 匹中 5 匹，ペンタゾシンでは 5 匹中 3 匹，ニコチンでは 4 匹中 2 匹，カフェインでは 4
匹中 1 匹であった．これら本研究で用いたコカイン，ペントバルビタール，ペンタゾシン，
ニコチン及びカフェインは，いずれも強化効果を有することが報告されている 8，49，66，67．ま
た，ペントバルビタール，ペンタゾシン，ニコチン及びカフェインの強化効果はコカイン
よりも弱いことが知られている 68-70．Substitution 法を用いた実験においても，ペントバルビ
タール，ペンタゾシン及びニコチンは強化効果を有するが，実験したすべてのサルで強化
効果を検出できるとは限らないことが報告されている 71-73．さらに，弱い強化効果を有する
と考えられるメチレンジオキシメタンフェタミン（MDMA）及び 2-β-プロパノイル-3-β-(4-
トリル)-トロパン（PTT）は，アカゲザルでは強化効果は検出されない 74，75．また，自己投
与行動は，自己投与の経験や標準薬の影響を受けることが知られている 76．例えば，MK-801
は標準薬がフェンシクリジン（PCP）の場合には自己投与されるが，コカインでは自己投与
されない 49．PCP，デキソキサドロール及びデキストロルファンは，標準薬がケタミンの場
合には自己投与されるが，コデインでは自己投与されない 77．本試験では，標準薬としてコ
カインを用いたため，各薬物の自己投与回数はコカインの影響を受けている可能性がある． 
本研究において，コカイン，ペントバルビタール及びペンタゾシンで最も自己投与回数
が多かった用量は，他の報告と同程度であった．本研究における最も自己投与回数が多か
った用量は，個別値として，コカインでは 0.016 及び 0.064 mg/kg/infusion，ペントバルビタ
ールでは 0.25 及び 0.5 mg/kg/infusion，ペンタゾシンでは 0.016 及び 0.063 mg/kg/infusion であ
り，既報の個別値として，コカインでは 0.012 から 0.25 mg/kg/infusion 73，ペントバルビタ
ールでは 0.062 から 0.5 mg/kg/infusion 73，ペンタゾシンでは 0.03 から 0.3 mg/kg/infusion 78 で
あった．一方，本研究におけるニコチンでは 0.001 及び 0.004 mg/kg/infusion，カフェインで
は 0.256 mg/kg/infusion であり，既報の個別値として，アカゲザルによるニコチンでは 0.01
から 0.03 mg/kg/infusion 66，ヒヒによるカフェインが 3.2 mg/kg/infusion 79 であり，本研究の
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用量は既報の 10 分の 1 程度であった．この違いの理由は不明であるが，Sekita ら 80 は，我々
と同様の方法で，カフェインにおける最も自己投与回数が多かった用量は個別値として
0.126 及び 0.504 mg/kg/infusion であることを報告している．したがって，この違いには，コ
カインを標準薬に用いた影響や薬物を高用量から自己投与させる本自己投与方法に特有の
条件が関与している可能性がある． 
以上の通り，本研究で用いた自己投与法による結果は，他の自己投与法とほぼ同じであ
ったため，適切に強化効果を評価できると考えられた． 
薬物自己投与において，薬物の注入速度は摂取回数に影響する．すなわち，薬物の血中
濃度の増加速度とその最大濃度により摂取回数が決定される 81．注入速度が速い場合には，
一般状態の変化は早く発現するため，本研究では一般状態観察と薬物自己投与における投
与経路及び投与速度は同一とした．また，本研究では累積用量法を用いたが，その効果発
現最小用量は少なくともコカイン及びペントバルビタールの単回投与と同じであった．す
なわち，アカゲザル各 2 匹にコカインの 0.5 及び 1 mg/kg，ペントバルビタールの 2 及び 4 
mg/kg を単回静脈内投与した結果，コカインの 1 mg/kg では運動持続及び素早い動作が，ペ
ントバルビタールの 4 mg/kg では運動失調がみられた．一方，コカインの 0.5 mg/kg 及びペ
ントバルビタールの 2 mg/kg では一般状態に変化はみられなかった．したがって，単回静脈
内投与による効果発現最小用量はコカインでは 1 mg/kg，ペントバルビタールでは 4 mg/kg
であった．単回投与による一般状態観察では，動物を多数用いて複数用量を一度に投与す
る，もしくは，本研究の累積用量法と同様に 2 匹の動物を 1 週間程度のウォッシュアウト
期間を設けて複数回実施する必要がある．一方，累積用量法では，1 日に複数用量を実施で
きるため，動物数の削減に貢献し実験期間も短縮することが可能である． 
その他の薬物を用いた追加試験において，最も自己投与回数が多かった用量は一般状態
観察における効果発現最小用量の，モルヒネでは 1/63～1/16，コデインでは 1/133～1/33 及
びブトルファノールでは 1/32～1/8 であり，本研究で用いたペンタゾシンの 1/125～1/32 を
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含めると，その用量範囲は 1/133～1/8 であった．さらに，鎮静薬のミダゾラムでは 1/8～1/2，
麻酔薬のケタミンでは 1/8～1/4 であり，本研究で用いたペントバルビタールの 1/16～1/8 を
含めるとその用量範囲は 1/16～1/2 であった 82．このように他の薬物を用いた研究において
も，最も自己投与回数が多かった用量は累積用量法による一般状態観察における効果発現
最小用量よりも低かった．また，最も自己投与回数が多かった用量の範囲は，薬物の種類
により異なる可能性も示唆された．したがって，本研究で用いた薬物自己投与法と同じ投
与経路及び投与速度による累積用量法による一般状態観察は，薬物自己投与の適正な用量
設定に有用である． 
以上の通り，本研究で用いた一般状態観察法及び薬物自己投与法では，一般状態観察に
おける効果発現最小用量の 1/250～1/8 で頻回な自己投与がみられることを示した．したが
って，薬物自己投与では一般状態観察における効果発現最小用量より低い用量を選択し，
かつ 1/250～1/8 を含む用量を設定することで，適切に強化効果の有無を判定できると考え
られた． 
 
小括 
1) 累積用量法による一般状態観察における効果発現最小用量は，薬物自己投与試験の用
量設定法として用いることができる． 
2) 本研究で用いた薬物自己投与方法により，薬物の強化効果を適切に評価できる． 
3) 薬物自己投与試験の用量範囲は，一般状態観察における効果発現最小用量の 1/250～1/8
を含む用量を設定する必要がある． 
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第 3章 薬物弁別試験 
緒論 
薬物弁別試験では，薬物弁別訓練と般化テストは，通常，同じ投与経路が用いられる．
薬物弁別訓練では腹腔内及び皮下経路が多く用いられる 50-53．しかし，いくつかのケースで
は被験物質の溶解性の問題のため，般化テストにおいて異なる投与経路が用いられる 83，84．
また，医薬品開発における非臨床試験では，臨床投与経路での試験が推奨されている 85．し
かし，いくつかの医薬品は複数の臨床投与経路を有し，例えば，モルヒネでは経口，直腸，
皮下，静脈内，硬膜外及び髄腔内，フェンタニルでは経皮，静脈内，硬膜外及び髄腔内経
路がある．このような薬剤の場合には，臨床適用経路を網羅した薬物弁別訓練及び般化テ
ストの実施は難しい．したがって，薬物弁別訓練では，より早く訓練薬の弁別を獲得する
投与経路を選択し，般化テストを臨床適用経路で実施することが合理的である．医薬品開
発における薬物弁別試験では，既知の依存性薬物を訓練薬とする場合が多いため，弁別訓
練に適した投与経路は既報から選択することができる．一方，般化テストを臨床適用経路
で実施する場合には弁別訓練時と投与経路が変わる可能性が高い．したがって，投与経路
が異なる場合の般化テストへの影響を検討することは重要である． 
ニコチン 86 及びコカイン 87 では弁別訓練と異なる投与経路を用いた般化テストが報告さ
れている．一方，モルヒネを腹腔内投与で弁別訓練したラットでは，モルヒネの経口投与
による般化テストは報告されているが 88，コデインの経口投与による般化テストの報告は乏
しい．そこで，本研究ではモルヒネを腹腔内投与により弁別訓練したラットに，モルヒネ
を弁別訓練とは異なる経路で投与して般化テストを実施した．さらに，他の薬物を用いた
般化テストを想定し，モルヒネを腹腔内投与により弁別訓練したラットにオピオイド類の
コデインを腹腔内及び経口投与して般化テストを実施した．また，これらの結果から般化
テストにおける用量設定について考察した． 
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材料及び方法 
動物 
60 匹の雄性ロングエバンスラット（日本チャールスリバー株式会社）を 7 又は 8 週齢で
購入し，体重を 290 から 330 g で維持した．これらのラットは木製チップの床敷き（サンフ
レーク，日本チャールスリバー株式会社）を設置したステンレス製ワイヤーケージ（29W × 
22D × 21H cm）で個別に飼育した．また，環境エンリッチメントとして齧り木を与えた．飼
料はラット用飼料である CRF-1（オリエンタル酵母工業株式会社）を 15 ± 5 g/日を当日の実
験終了後に与え，300 g 前後の体重を維持した．給水は自由摂取とした．飼育室の温度は 23 
± 2°C，湿度は 55 ± 15%に設定し，照明は午前 7 時から午後 7 時まで点灯した．すべての実
験は，AAALAC International の認証施設である株式会社イナリサーチの動物実験審査委員会
で承認され実施した． 
 
実験装置 
室内灯及び換気扇を備えた防音箱（670W × 600D × 560H mm）内に設置したオペラント実
験箱（ENV-008，Med Associates Inc.，241W × 305D × 210H mm）を用いた．実験箱内の壁に
はレバー，ランプ及び餌皿を設置した．実験箱の外側には 45 mg の餌ペレット用のペレッ
トディスペンサーを設置した．実験の制御及びデータの記録には MED-PC（Med Associates 
Inc.）を用いた． 
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実験方法 
薬物弁別実験の概要を Fig. 10 に示す． 
 
 
薬物弁別訓練 
ラットにレバーを 1 回押すと餌ペレットが 1 個提示される Fixed-ratio 1（FR1）による餌
強化スケジュールでレバー押しを学習させた後，生理食塩液とモルヒネ 3 mg/kg の弁別訓練
を行った．ラットは生理食塩液又はモルヒネを腹腔内投与した 15 分後に実験箱に移した．
15 分経過後に左右ランプを点灯して左右レバーを設置し，レバー押しを開始した．約半数
のラットではモルヒネ投与時には右側レバー，生理食塩液投与時には左側レバー押しを正
反応とし餌ペレットを 1 個与えた．残りの半数のラットでは，それぞれ反対側を正反応と
した．餌ペレットを与えた後，20 秒間のタイムアウト期間を設けランプを消灯した．タイ
ムアウト期間中のレバー押しは無効とした．弁別訓練は餌ペレット 20 個を獲得するか又は
開始から 15 分間経過した時点で終了し，これを 1 セッションとした．また，弁別訓練は各
動物 1 日 1 セッションのみとし，投与順は 2 重交代（生理食塩液，生理食塩液，モルヒネ，
モルヒネ，生理食塩液，生理食塩液，モルヒネ，モルヒネ･･･）とした．最初の FR 値を 1
とし，4 セッションごとに FR 値を 3 及び 5 の順で増加させ最終的に FR10 とした．生理食
塩液とモルヒネの弁別訓練は，以下の 2 つの基準を 5 連続セッションで満たすまで継続し
Fig. 10. ラットの薬物弁別試験 
はじめに訓練薬のモルヒネとその媒体の生理食塩液の弁別訓練を行った．モルヒネと
生理食塩液の弁別を獲得した後，モルヒネ及びコデインの般化テストを行った．
依存性薬物
Shiryu
媒体
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た; 1）FR10 で餌ペレットを 20 個獲得すること，2）各訓練日の最初の餌ペレットを獲得す
るまでのレバー押し回数及び総レバー押し回数の 80%以上が正反応であること．これらの
基準を満たした場合，ラットは生理食塩液とモルヒネの弁別を獲得したと判断した．弁別
の平均訓練期間は 52 ± 12 セッション（幅: 28 から 74 セッション）であった． 
 
般化テスト 
般化テストは，モルヒネ弁別を獲得した 16 匹で開始した．般化テスト期間においても生
理食塩液とモルヒネの弁別を維持するため，弁別訓練を継続した．般化テストの実施基準
は 3 連続セッション以上弁別訓練の基準を満たすこととした．般化テストは基準を満たし
た翌日に実施した（例: 生理食塩液，生理食塩液，モルヒネ，般化テスト，モルヒネ，生理
食塩液，生理食塩液，般化テスト…）．また，般化テストは，経口モルヒネ，腹腔内コデイ
ン，経口コデイン及び皮下モルヒネの順序で行った．般化テストは 1 日 1 回のみ実施した．
経口投与では 1 時間後，腹腔内及び皮下投与では 30 分後に左右のランプを点灯し，左右の
レバーを設置してレバー押しを観察した．モルヒネ及び腹腔内投与のコデインの前処置時
間は既報を基に設定した 89-91．また，経口投与のコデインは経口投与のモルヒネと同じ前処
置時間とした．モルヒネ及びコデインの投与後には，ラットはテスト開始 15 分前に実験箱
に移した．般化テストは動物が左右いずれかのレバー押しが 10 回に到達するか又は開始か
ら 15 分間経過した時点で終了した．般化テスト終了までの期間は 120 セッションであった． 
 
薬物 
モルヒネ（モルヒネ塩酸塩水和物，武田薬品工業株式会社）及びコデイン（コデインリ
ン酸塩水和物，武田薬品工業株式会社）は，腹腔内及び皮下投与用の投与液では生理食塩
液（株式会社大塚製薬工場）に溶解し，経口投与では注射用水（株式会社大塚製薬工場）
に溶解した．投与容量は，腹腔内及び皮下投与用では 1 mL/kg，経口投与では 10 mL/kg と
34 
 
した． 
 
統計解析 
般化テストにおける，モルヒネ側レバー押しの割合（%）及び 1 分間のレバー押し速度（回
/分）を各ラットで算出した．また，これらの各群 11 匹から 16 匹の平均値及び標準誤差を
算出した．腹腔内モルヒネの訓練用量側へのレバー押しの群平均が 80％以上の場合を完全
般化，20%以下を般化無し，その間の 20～80%を部分般化とみなした．レバー押し速度は
Dunnett’s test で比較した（Fig. 11 及び 13）．腹腔内モルヒネの弁別刺激に般化した用量にお
けるモルヒネ側レバー押し及び反応速度は，Dunnett’s test（Fig. 12）又は Student t-test（Fig. 
14）で比較した．また，腹腔内モルヒネの弁別刺激に般化した動物数は，Chi-square test で
比較した（Fig. 12 及び 14）． 
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結果 
経口投与によるモルヒネでは，モルヒネ側レバー押しが用量依存的に増加し，30 mg/kg
で腹腔内投与によるモルヒネの弁別刺激に完全般化した．レバー押し速度は溶媒の注射用
水と比較して有意ではなかったが，30 mg/kg で減少する傾向がみられた（Fig. 11）． 
モルヒネ側レバー押しが 80%以上のラットは，3，10 及び 30 mg/kg でそれぞれ 16 匹中 4
匹，16 匹中 9 匹及び 15 匹中 11 匹であった．16 匹中 15 匹では，経口投与によるモルヒネの
いずれかの用量で，モルヒネ側レバー押しが 80%以上であったが，1 匹では，いずれの用量
においてもモルヒネ側レバー押しが 80%以上にならなかった．また，16 匹中 5 匹ではモル
ヒネ側レバー押しの用量依存性が明らかではなかった．すなわち，10 mg/kg でモルヒネ側
レバー押しが 80%以上であった 3 匹では，30 mg/kg でモルヒネ側レバー押しが減少し，他
の 2 匹では 3 及び 30 mg/kg のみモルヒネ側レバー押しが 80%以上であった（Table 10）． 
  
Fig. 11. 腹腔内投与によるモルヒネ3 mg/kgと生理食塩液の弁別訓練を実施したラットにおける経口
投与のモルヒネの般化テスト
各ポイントは15又は16匹のラットにおけるモルヒネ側レバー押しの割合及びレバー押し速度
の平均値及び標準誤差を示した．レバー押し回数が10回未満であったラットのモルヒネ側レ
バー押しの割合及びレバー押し速度は集計から除外した．
レバー押し速度の統計解析: 媒体である注射用水（W）投与時と比較して，モルヒネ投与時
に有意差はなかった．
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皮下投与のモルヒネ 3 mg/kg は腹腔内投与によるモルヒネの弁別刺激に完全般化し，12
匹中 10 匹において，モルヒネ側レバー押しが 80%以上であった．完全般化した群平均とし
てモルヒネ側レバー押しが 80%以上における腹腔内（3 mg/kg），皮下（3 mg/kg）及び経口
投与（30 mg/kg）の動物数及びモルヒネ側レバー押し反応率には有意差はなかった．経口投
与時（30 mg/kg）のレバー押し速度は，腹腔内投与時（3 mg/kg）と比較して，有意に減少
した（Fig. 12）． 
 
Fig. 12. 腹腔内投与によるモルヒネ3 mg/kgと生理食塩液の弁別訓練を実施したラットにおける皮下
及び経口投与のモルヒネの般化テスト
各カラムは12又は15匹のラットにおけるモルヒネ側レバー押しの割合及びレバー押し速度の
平均値及び標準誤差を示した．括弧内の数値は10回のレバー押しを完了したラット中，モル
ヒネ側レバー押しの割合が80%以上であったラットの匹数を示した．
モルヒネ側レバー押しの割合及びモルヒネ側レバー押しの割合が80%以上であったラットの
匹数の統計解析:  モルヒネの腹腔内投与時と比較して有意差はなかった．
*: P<0.05 vs モルヒネの腹腔内投与時のレバー押し速度
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コデインの腹腔内及び経口投与では，モルヒネ側レバー押しが用量依存的に増加し，そ
れぞれ 20 及び 60 mg/kg で腹腔内投与によるモルヒネの弁別刺激に完全般化した．レバー押
し速度は溶媒の生理食塩液や注射用水と比較して有意ではなかったが，減少する傾向がみ
られた（Fig. 13）． 
  
 
Fig. 13. 腹腔内投与によるモルヒネ3 mg/kgと生理食塩液の弁別訓練を実施したラットにおける腹腔
内及び経口投与のコデインの般化テスト
各ポイントは15匹のラットにおけるモルヒネ側レバー押しの割合及びレバー押し速度の平均
値及び標準誤差を示した．
レバー押し速度の統計解析: 媒体である生理食塩液（S）又は注射用水（W）投与時と比較し
て，コデイン投与時に有意差はなかった．
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モルヒネ側レバー押しが 80%以上のラットは，腹腔内投与の 3，10 及び 20 mg/kg ではそ
れぞれ 15 匹中 2 匹，15 匹中 10 匹及び 13 匹中 11 匹であり，経口投与の 10，30 及び 60 mg/kg
ではそれぞれ 15 匹中 2 匹，8 匹及び 13 匹であった．いずれの投与経路においても 15 匹中
14 匹では，いずれかの用量でモルヒネ側レバー押しが 80%以上であったが，1 匹では，い
ずれの用量においてもモルヒネ側レバー押しが 80%以上にならなかった．また，モルヒネ
の般化テスト時と同様に，コデインにおいてもモルヒネ側レバー押しの用量依存性が明ら
かではなかったラットがみられたが，腹腔内及び経口投与で各 1 匹のみであった（Table 10）．
完全般化した群平均としてモルヒネ側レバー押しが 80%以上のモルヒネ腹腔内（3 mg），コ
デイン腹腔内（20 mg/kg）及びコデイン経口投与（60 mg/kg）における動物数，モルヒネ側
レバー押し反応率及びレバー押し速度には有意差はなかった（Fig. 14）． 
 
Fig. 14. 腹腔内投与によるモルヒネ3 mg/kgと生理食塩液の弁別訓練を実施したラットにおける腹腔
内及び経口投与のコデインの般化テスト
各カラムは12～15匹のラットにおけるモルヒネ側レバー押しの割合及びレバー押し速度の平
均値及び標準誤差を示した．括弧内の数値は10回のレバー押しを完了したラット中，モルヒ
ネ側レバー押しの割合が80%以上であったラットの匹数を示した．
モルヒネ側レバー押しの割合，モルヒネ側レバー押しの割合が80%以上であったラットの匹
数及びレバー押し速度の統計解析:  モルヒネの腹腔内投与時とコデイン腹腔内又は経口投
与時の比較，及びコデイン腹腔内投与時と経口投与時を比較して，いずれも有意差はな
かった．
0
20
40
60
80
100
腹腔内
3 mg/kg
腹腔内
20 mg/kg
経口
60 mg/kg
モ
ル
ヒ
ネ
側
レ
バ
ー
押
し
の
割
合
（%
）
コデイン
(11/13)
(13/15)(12/12)
モルヒネ
0
20
40
60
80
100
腹腔内
3 mg/kg
腹腔内
20 mg/kg
経口
60 mg/kg
レ
バ
ー
押
し
速
度
（回
/分
）
コデインモルヒネ
39 
 
   
Table 10 
モルヒネ側レバー押しの割合（%）
3 10 30 3 10 20 10 30 60
4 0 100 76.9 0 0 100 9.1 0 100
10 66.7 90.9 66.7 0 90.9 66.7 0 16.7 76.9
11 23.1 100 100 100 100 83.3 0 100 90.9
12 9.1 71.4 90.9 9.1 0 9.1 0 0 83.3
20 9.1 0 83.3 9.1 100 E 0 9.1 90.9
26 33.3 100 100 0 0 83.3 16.7 47.4 90.9
33 100 100 E 28.6 83.3 E 0 100 100
34 100 0 90.9 0 100 90.9 0 100 100
36 76.9 100 71.4 9.1 100 100 16.7 55.6 100
37 100 100 100 0 100 100 100 100 100
38 9.1 37.5 90.9 58.8 9.1 83.3 0 90.9 100
50 0 0 58.8 NC NC NC NC NC NC
51 100 9.1 100 0 90.9 90.9 23.1 90.9 100
54 0 100 90.9 0 100 100 76.9 100 100
55 0 100 100 83.3 100 100 100 100 55.6
60 76.9 71.4 83.3 58.8 62.5 83.3 0 9.1 100
レバー押し速度（回/分）
3 10 30 3 10 20 10 30 60
4 54.5 23.1 2.6 40.0 37.5 28.6 44.0 46.2 35.3
10 47.4 33.0 22.0 66.7 36.7 39.1 50.0 90.0 55.7
11 86.7 50.0 66.7 85.7 50.0 5.9 75.0 75.0 34.7
12 55.0 56.0 47.1 66.0 54.5 73.3 75.0 60.0 55.4
20 66.0 50.0 16.0 60.0 75.0 E 54.5 60.0 82.5
26 60.0 42.9 6.3 42.9 37.5 37.9 23.2 81.4 50.8
33 60.0 75.0 E 49.4 55.4 E 46.2 42.9 1.1
34 66.7 85.7 11.4 75.0 60.0 11.4 66.7 85.7 42.9
36 60.0 66.7 31.1 66.0 50.0 30.0 26.7 72.0 50.0
37 54.5 75.0 7.0 54.5 60.0 6.9 66.7 42.9 40.0
38 47.1 73.8 15.0 78.5 55.0 15.3 60.0 60.0 21.4
50 85.7 85.7 51.0 NC NC NC NC NC NC
51 75.0 94.3 35.3 75.0 60.0 66.0 86.7 73.3 66.7
54 54.5 35.3 50.8 50.0 18.8 1.7 78.0 54.5 60.0
55 46.2 75.0 42.9 72.0 50.0 85.7 75.0 75.0 34.8
60 78.0 84.0 65.5 85.0 96.0 90.0 60.0 66.0 60.0
E: レバー押し回数が10回未満であったため，データを集計しなかった．
NC: モルヒネの経口投与よる般化テストで，モルヒネの腹腔内投与のいずれの用量に
も般化しなかったため，実施せず．
動物
番号
薬物，投与経路及び用量（mg/kg）
モルヒネ（経口投与） コデイン（腹腔内投与） コデイン（経口投与）
動物
番号
薬物，投与経路及び用量（mg/kg）
モルヒネ（経口投与） コデイン（腹腔内投与） コデイン（経口投与）
腹腔内投与によるモルヒネ3 mg/kgと生理食塩液の弁別訓練を実施したラット
における経口投与のモルヒネ及び腹腔内及び経口投与のコデインの般化テ
スト
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考察 
本研究において，腹腔内投与でモルヒネの弁別訓練をおこなったラットでは，皮下及び
経口投与のモルヒネは，腹腔内投与のモルヒネ弁別刺激に完全般化した．皮下投与では訓
練用量と同じ 3 mg/kg で，経口投与ではその 10 倍の 30 mg/kg で般化した．モルヒネ 3 mg/kg
の皮下投与は，腹腔内投与と同様にモルヒネ弁別訓練でよく使用される投与経路である 92-94．
これは皮下投与のモルヒネ 3 mg/kg は十分な弁別刺激を有することを意味している．したが
って，本研究では皮下投与のモルヒネは 3 mg/kg のみの 1 用量とし，結果として腹腔内投与
のモルヒネに完全般化した．また，薬物弁別試験では，訓練用量が般化テストの結果に影
響することが良く知られている 95-97．生理食塩液とモルヒネ 10 mg/kg で弁別訓練を実施し
たラットでは，経口投与のモルヒネ 50 mg/kg で訓練用量のモルヒネに完全般化するが，経
口投与の 10 及び 20 mg/kg では般化しない 88．したがって，般化した経口投与における本研
究との用量の違いは，訓練用量の違いを反映していると考えられる． 
ヒト及びラットにおけるモルヒネの主要な代謝物は，モルヒネ-3-グルクロニド（M3G）
及びモルヒネ-6-グルクロニド（M6G）である 98-100．これらの代謝物は静脈内及び皮下投与
時に血中で検出され，また，in vitro では肝ミクロソームで同様に産生される 99，101-103．ラッ
トでは M6G はモルヒネの弁別刺激に般化するが，M3G は般化しない 93．これはモルヒネの
弁別刺激には代謝物である M6G も関与することを示している．したがって，モルヒネの弁
別刺激には M6G も含まれている．すなわち，異なる投与経路では，吸収や代謝速度の違い
はあるものの，本研究における腹腔，皮下及び経口投与には弁別刺激に及ぼす大きな違い
はないと考えられた． 
本研究では，モルヒネ 30 mg/kg の経口投与における反応速度に減少する傾向がみられた．
モルヒネは，tail-flick 法において，経口投与では 30 mg/kg 104，腹腔内 94，105 及び皮下投与 106
では 3 又は 10 mg/kg で十分な抗侵害刺激効果がみられており，これらの血中濃度は同程度
であることが示唆される．モルヒネ 3 及び 10 mg/kg の腹腔内投与では反応速度がそれぞれ
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80 及び 50%に減少したが，0.3 及び 1 mg/kg では減少しないことが報告されている 89．また，
我々の研究において，モルヒネ 3 及び 10 mg/kg の腹腔内投与では数例のラットで軽度な鎮
静がみられた．したがって，ラットにおける薬効用量ではモルヒネは反応速度を低下させ
ると考えられた． 
コデイン 20 mg/kg の腹腔内投与は，モルヒネ 3 mg/kg の弁別刺激に完全般化し，モルヒ
ネ皮下投与と同程度に反応速度を低下させることが報告されている 91．コデインの抗侵害刺
激効果は tail immersion テストにおける腹腔内では 16 mg/kg 107，tail-flick テストにおける皮
下投与では 25 mg/kg 108 で認められている．モルヒネと同様に，コデインがモルヒネの弁別
刺激に般化した用量は薬効用量と同程度である．コデインの経口投与による抗侵害刺激効
果の報告はないが，上記の通り，コデインもラットでは薬効用量で行動抑止を起こす可能
性がある． 
本研究では，経口投与のコデインもモルヒネの訓練用量に完全般化した．本研究と同様
に，弁別訓練時と異なる投与経路での般化テストの結果が報告されている 86，87，109．経口投
与で生理食塩液からニコチンの弁別訓練を実施したラットでは，ニコチンの経口，皮下，
腹腔内及び経皮投与で経口投与のニコチンの弁別効果に完全般化した 86．しかし，経口，皮
下及び腹腔内投与では，経口投与のニコチン側レバー押し反応は同様の用量‐反応曲線を
示したが，経皮投与での用量‐反応曲線は約 10 倍右方へシフトした 86．経口，皮下及び腹
腔内投与では，ほぼ同様の弁別刺激を示したのに対し，経皮投与では弁別刺激が比較的弱
かった．その原因として，ニコチンの皮膚からの吸収が低かったこと 86が指摘されている．
これは，経皮投与における血中濃度が，他の投与経路よりも低かったことを意味している．
筋肉内投与で生理食塩液からコカインの弁別訓練を実施したアカゲザルは，コカインの筋
肉内及び静脈内投与では用量依存的なコカイン側レバー押し反応を示した 87．しかし，経口
投与ではコカイン側レバー押し反応がみられたが，用量依存性は認められなかった 87．これ
は血中動態が制御できなかったことが原因と考えられている 87．一方，腹腔内投与で生理食
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塩液からメサドンの弁別訓練を実施したラットでは，皮下投与のメサドン，ヘロイン及び
モルヒネ，並びに，メサドンの光学異性体である（+）及び（-）メサドンは，腹腔内投与の
メサドンに完全般化したが，腹腔内投与のモルヒネ及びメサドンの異性体は般化しなかっ
た 109．このケースでは，モルヒネ及びメサドン異性体は，弁別訓練と異なる投与経路であ
る皮下投与によってのみ腹腔内投与のメサドンの弁別刺激に般化した．これらの結果も血
中濃度の違いが般化テストの結果に影響していると考えられる．この事実は，般化テスト
では，投与経路に関係なく血中濃度が重要であることを示しており，したがって，般化テ
ストの用量設定では弁別訓練時と投与経路が異なる場合だけではなく，例え同じ投与経路
で実施する場合においても，血中濃度を考慮することが重要である． 
本研究において，経口投与のモルヒネ，腹腔内及び経口投与のコデインによる般化テス
トでは，ほとんどのラットが 80%以上のモルヒネ側レバー押しを示した．しかし，経口投
与のモルヒネでは 16 匹中 1 匹，腹腔内及び経口投与のコデインでは 15 匹中 1 匹でのモル
ヒネ側レバー押しは 80%未満であった．さらに，経口投与のモルヒネでは 15 匹中 6 匹，腹
腔内及び経口投与のコデインではそれぞれ 15 匹中 1 匹が，モルヒネ側レバー押し反応にお
ける明らかな用量依存性を示さなかった．したがって，これらも弁別訓練と異なる投与経
路による血中濃度の違いが影響した可能性がある． 
以上の通り，モルヒネとコデインでは，弁別訓練と異なる投与経路においても，弁別刺
激は同様であった．したがって，本研究の条件下では弁別訓練と異なる投与経路で般化テ
ストを実施しても，適切な用量を設定した場合には弁別刺激を適切に評価できることを明
らかにした． 
 
小括 
1) 薬物弁別訓練と般化テストは，必ずしも同一の投与経路を用いる必要はないことを明
らかにした． 
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第 4章 身体依存性試験 
緒論 
薬物の乱用能に関わる試験は，医薬品開発，特に中枢神経系作用薬では必須であり，身
体依存性試験もその 1 つである 85，110-112．モルヒネは身体依存性を有することがよく知られ
ており 113，ラットにおいて身体依存を形成する様々な方法が開発されている．例えば，持
続投与法では，ラットの静脈内にカテーテルを留置し，モルヒネ 4 mg/kg/h を持続的に，も
しくは 2～8 mg/kg/回を 1 時間間隔で間歇的に 24～72 時間投与する 54，55．また，ラットの
皮下に浸透圧ポンプを埋植し，0.7 mg/kg/h で 72 時間投与する方法もある 56．皮下経路では，
ラットにモルヒネ 15～55 mg/kg の用量を漸増しながら 1 日 1 回 5 日間 57，10 mg/kg を 1 日
2 回 5 日間 58 又は 14 日間投与 59 する．腹腔内経路では，ラットにモルヒネ 1～32 mg/kg の
用量を漸増しながら 1 日 1 回 6 日間 60，3 mg/kg を 1 日 1 回 28 日間 60，1～80 mg/kg の用量
を漸増しながら 1 日 2 回 6 日間 61 投与する．さらに，経口経路では 3 種の方法がある．薬
物混餌法では，ラットにモルヒネ 0.5～2 mg/g of food を混合した餌を 7 日間与える 62，63．経
口の自己投与では，ラットにモルヒネ 0.1～0.4 mg/mL を溶解させた水道水か 5%ショ糖溶液
をモルヒネの用量を漸増しながら 3 週間与える 64．強制経口投与では，ラットにモルヒネ
50～150 mg/kg/day の用量を漸増しながら 1 日 2 回 40 日間投与する 65．退薬症候観察では，
自然休薬 58，62 や拮抗薬であるレバロルファン 63 やナロキソン 54-57，59-61，64，65 を用いた方法
がある． 
このように，モルヒネの身体依存形成法及び退薬症候観察法には様々な種類があり，多
くは投与用量を漸増しながら，1 日複数回の投与を実施している．一方，開発中の薬物にお
ける身体依存性試験では，様々な方法により評価するのではなく，動物数や実施試験数の
削減あるいは複数試験の実施を避けるため，ある程度統一された方法を用いる必要がある．
そこで本研究では，これまで報告されていない，1 日 1 回の経口投与による身体依存形成方
法を確立することを目的とし，モルヒネを用いた検討を行った．投与経路の選択について，
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身体依存性試験では臨床投与経路での実施が推奨されている 85．モルヒネは経口，皮下，静
脈内，硬膜外及び髄腔内のような様々な臨床投与経路で用いられるが，開発中の薬物にお
いて最も主要な投与経路は経口経路である．そこで本研究では経口投与を選択した．また，
投与用量について，モルヒネの身体依存形成法は用量を短期間に漸増することが多く，投
与期間中を通して同じ用量を投与している報告は少ない．そこで，本研究では用量を漸増
せず，投与期間中を通して同じ用量を設定した．退薬症候観察では，臨床における条件と
類似させるため自然休薬を選択した．さらに，身体依存の形成には中枢神経系への薬物の
効果を維持することが必須であるため，モルヒネの血中濃度も測定した．また，用量設定
に資するため身体依存形成時の血中濃度と臨床有効血中濃度を比較した． 
 
材料及び方法 
動物 
5 週齢の雄性 Sprague-Dawley ラット（日本チャールスリバー株式会社）を購入し，6 週齢
（体重 200～221 g）で実験を開始した．これらのラットはステンレス製ワイヤーケージ（29W 
× 22D × 21H cm）で個別に飼育した．飼料はラット用飼料である CRF-1（オリエンタル酵母
工業株式会社）を，給水は上水道水を自由に摂取させた．飼育室の温度は 23 ± 2°C，湿度は
55 ± 15%に設定し，照明は午前 7 時から午後 7 時まで点灯した．すべての実験は，AAALAC 
International の認証施設である株式会社イナリサーチの動物実験審査委員会で承認され実施
した． 
 
実験方法 
モルヒネによる身体依存形成及び退薬症候観察 
1 群 10 匹のラットにモルヒネを 10 及び 30 mg/kg/day の用量で 1 日 1 回 28 日間経口投与
し，その後 7 日間休薬した．対照群のラットには注射用水を 10 mL/kg/day で投与した．投
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与期間では，一般状態観察，体重及び摂餌量測定を 3～4 日間隔で実施し，休薬期間ではこ
れらを毎日実施した．一般状態観察では，ケージ内あるいはケージから取り出したラット
について，以下の観察項目における発現の有無を観察した; 投与期間では，運動持続，姿勢
（腹臥及び横臥），立毛，操作に対する反応亢進及び反応低下，動作緩慢，運動失調，筋弛
緩，軟便及び下痢（泥状便及び水様便），休薬期間では立毛，頭部加振，激しい震え，跳躍
行動，咀嚼，歯をガタガタさせる行動，舌なめずり，流涎，被刺激性の亢進，振戦，痙攣，
軟便及び下痢（泥状便及び水様便）とした． 
 
モルヒネの血中濃度測定 
血漿を投与初日及び最終投与日の投与後 0.5，1，2 及び 24 時間に，モルヒネ投与群の同
じ 3 匹から採取した．血漿中のモルヒネ濃度は LC-MS/MS（API4000，AB SCIEX Ltd）で測
定した． 
 
薬物 
モルヒネ（モルヒネ塩酸塩水和物，武田薬品工業株式会社）を注射用水（株式会社大塚
製薬工場）に溶解し，遮光容器に入れて冷蔵保存した． 
 
統計解析 
体重，摂餌量及び休薬期間中の体重増加率の平均値及び標準偏差を算出した． 
休薬期間中の体重増加率は，以下の式で算出した: 
体重増加率（%）= ［（各休薬日の値 − 投与 28 日の値） / 投与 28 日の値 ］× 100 
対照群とモルヒネ投与群の体重，摂餌量及び休薬期間中の体重増加率について，Bartlett
法による分散の一様性の検定（有意水準 5%）を行った．分散が一様な場合には Dunnett 法，
分散が一様でない場合には Steel 検定を行った． 
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結果 
投与期間 
いずれの群においても，一般状態観察で変化はみられなかった．対照群と比較して，モ
ルヒネ 10 及び 30 mg/kg/day 群では，体重及び摂餌量の有意な低下が投与 4 又は 8 日にかけ
てみられたが，10 mg/kg/day 群の摂餌量低下は，投与 15 日に回復した（Fig. 15）． 
 
休薬期間 
一般状態観察（Fig. 16A）では，対照群に変化はみられなかった．モルヒネ 10 及び 30 
mg/kg/day 群では，被刺激性の亢進及び立毛の発現数が用量依存的に増加した．また，下痢
及び軟便も 30 mg/kg/day 群ではみられたが，10 mg/kg/day 群ではみられなかった．これらの
症状のピークは休薬 3 日であった． 
体重（Fig. 16B）は，対照群と比較して，投与期間中に引き続きモルヒネ10及び30 mg/kg/day
群で有意な低下が持続した．また，モルヒネ 30 mg/kg/day 群では休薬 2 及び 3 日をピーク
とする一過性の減少もみられた． 
Fig. 15. ラットにおけるモルヒネ28日間経口投与における投与期間中の体重及び摂餌量
グラフA及びBはそれぞれ投与期間中の平均体重及び摂餌量を示した．各ポイ
ントは各群10匹における平均値及び標準偏差を示した．
*: P<0.05, **: P<0.01 vs 対照群
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体重増加率（Fig. 16C）は，対照群と比較して，モルヒネ 30 mg/kg/day 群でのみ休薬 2～6
日で有意に低下し，休薬 2 及び 3 日をピークとする一過性の減少がみられた．休薬期間中
の体重増加率の最大減少は休薬 2 日で約 3.5%であった． 
摂餌量（Fig. 16D）は，対照群と比較して，モルヒネ 30 mg/kg/day 群でのみ休薬 2 及び 3
日に有意に低下し，休薬 2 日をピークとする一過性の減少がみられた．摂餌量の最大減少
は休薬 2 日で約 13%であった． 
 
Fig. 16. ラットにおけるモルヒネ28日間経口投与後の退薬症候
グラフA～Dはそれぞれ休薬期間中の一般状態変化，体重，体重増加率及び摂餌量を示した．
グラフAのCは対照群，Lはモルヒネ 10 mg/kg/day群，Hはモルヒネ 30 mg/kg/day群を示した．グ
ラフB～Cの各ポイントは各群10匹における平均値及び標準偏差を示した．
*: P<0.05, **: P<0.01 vs 対照群
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血中濃度測定 
モルヒネ 10 及び 30 mg/kg/day 群のモルヒネ血中濃度の Cmaxは，投与初日（1 日）ではそ
れぞれ 58.9 及び 151 ng/mL，投与最終日（28 日）ではそれぞれ 112 及び 466 ng/mL であり，
ほぼ用量比にあわせて増加した（Table 11）．また，C24h は投与初日及び最終日のモルヒネ
10 及び 30 mg/kg/day 群において，それぞれ 3.4，3.9 及び 13.6，20.3 ng/mL であり，すなわ
ち，投与期間中，モルヒネ血中濃度はこれらの値以上を維持した．Cmax 及び C24h は投与初
日より投与最終日で高かった． 
  
 
考察 
本研究では，1 日 1 回の経口投与によるモルヒネの身体依存形成とその血中濃度の関係を
調べた． 
本研究では，モルヒネ 30 mg/kg/day の休薬期間に，被刺激性の亢進，軟便，下痢，体重
及び摂餌量減少がみられたが，10 mg/kg/day では認められなかった．モルヒネの退薬症候は
Yanaura ら 62 により詳細に報告されている．この研究では，雄性 SD ラットに低用量として
モルヒネ 0.5 及び 1 mg/g of food を，高用量として 1 及び 2 mg/g of food を 1 週間，混餌で与
えた後，通常飼料に交換してモルヒネ退薬症候を観察した．自然休薬期間では，低用量で
下痢，軟便，体重減少（11.6%）及び摂餌量減少（67.6～70.5%），高用量で激しい震え，被
刺激性の亢進，体重減少（12.8%）及び摂餌量減少（91.7%）がみられた．したがって，本
研究の実験条件下においても，モルヒネ 30 mg/kg/day による身体依存形成が確認された． 
Table 11 投与期間中のモルヒネ血漿中濃度
動物数 Tmax
（h）
1 58.9 ± 15.2 1.0 ± 0.0 3.40 ± 1.03
28 112 ± 21 1.0 ± 0.0 3.91 ± 0.76
1 151 ± 49 1.0 ± 0.0 13.6 ± 0.6
28 466 ± 223 1.0 ± 0.0 20.3 ± 3.9
10
30
3
3
モルヒネ
(mg/kg/day) 投与日 Cmax
 （ng/mL）
C24h
（ng/mL)
モルヒネ血漿中濃度
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一方，本研究における体重及び摂餌量減少の程度は非常に軽度であった．身体依存形成
には，投与用量，投与間隔及び期間のような投与方法の条件が重要である 110．そして，そ
の投与方法の条件は身体依存形成と退薬症候発現の程度に影響する．アカゲザルに 12 
mg/kg/day でモルヒネを皮下投与した場合，3 mg/kg を 1 日 4 回，又は，6 mg/kg を 1 日
2 回投与した際の退薬症候は，12 mg/kg を 1 日 1 回投与した際よりも明らかに重度で
ある．また，身体依存形成も 3 mg/kg を 1 日 4 回，又は，6 mg/kg を 1 日 2 回投与した場合
のほうが 12 mg/kg を 1 日 1 回投与した場合より速い 114．この結果は，モルヒネの効果を維
持することで，より強い身体依存が形成されることを示している．また，このことはモル
ヒネ 12 mg/kg を 1 日 1 回投与した際のモルヒネの Cmaxは，3 mg/kg を 1 日 4 回，又は，6 mg/kg
を 1 日 2 回投与した際よりも高いが，モルヒネの血中濃度の最低値は 3 mg/kg を 1 日 4 回，
又は，6 mg/kg を 1 日 2 回投与した際のほうが高いことを示している．したがって，モルヒ
ネ身体依存形成には，その Cmax よりも最低値のほうが重要であることを示唆している．ラ
ットでは，モルヒネ身体依存形成時のモルヒネ血中濃度が報告されている．モルヒネペレ
ットを皮下に埋植した試験では，モルヒネの身体依存の程度は AUC 及び Cmax 115，また，維
持されたモルヒネ血中濃度 116 と直接的な相関がみられた．体重減少率が 5 及び 10%では，
モルヒネの血中濃度はそれぞれ 100 及び 200 ng/mL であった 116．薬物混餌法では，1 及び 2 
mg/g of food でのモルヒネの Cmaxはそれぞれ約 400 及び 800 ng/mL であった．さらに，これ
らの用量では体重減少率は 10%及び摂餌量減少率は 60%であった 117．薬物混餌法における
モルヒネの血中濃度は摂餌のタイミングにより変化するが，血中濃度を 100 ng/mL 以上で維
持した場合，モルヒネ身体依存が形成される 118．したがって，モルヒネによる身体依存形
成には，Cmaxよりもある血中濃度以上に維持することが必須と考えられる．本研究では，経
口投与を 1 日 1 回の投与スケジュールとしたため，薬物混餌法よりも血中濃度の変動が大
きく，かつ，維持されたモルヒネ血中濃度が 13.6 及び 20.3 ng/mL 以上と低かった．これら
が体重及び摂餌量減少の程度が小さかった原因と考えられた． 
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本研究におけるモルヒネ 10 mg/kg/day の投与初日及び最終日の Cmaxはそれぞれ 58.9 及び
112 ng/mL，C24hはそれぞれ 3.40 及び 3.91 ng/mL であり，モルヒネ 30 mg/kg/day の投与初日
及び最終日の Cmaxはそれぞれ 151 及び 466 ng/mL，C24hはそれぞれ 13.6 及び 20.3 ng/mL で
あった．ヒトにおける鎮痛効果の最小臨床有効血中濃度は 15～65 ng/mL119 である．本研究
における投与初日及び最終日の Cmaxは，モルヒネ 10 及び 30 mg/kg/day のいずれもヒトにお
ける最小臨床有効血中濃度の範囲内又は最小臨床有効血中濃度以上であった．しかし，モ
ルヒネによる身体依存は10 mg/kg/dayでは形成されず，30 mg/kg/dayでは形成された．一方，
C24h は 10 mg/kg/day ではヒトにおける最小臨床有効血中濃度以下であったのに対し，30 
mg/kg/day ではヒトにおける最小臨床有効血中濃度と同程度であった．したがって，30 
mg/kg/day では，モルヒネ投与期間中には少なくとも C24h以上の血中濃度を維持していたと
考えられる．これらも上述したアカゲザル 114及びラット 118 の報告と同様に，モルヒネによ
る身体依存形成には，Cmax よりも最低値である C24h が重要であることを示唆している．ま
た，ヒトにおける臨床有効血中濃度を指標として身体依存を形成させた場合には，弱い退
薬症候しか発現しない可能性も示唆している．したがって，臨床有効血中濃度を指標とす
る場合には，より高い用量まで検索する必要がある． 
例えば，ラットでは，tail-flick 及び hot-plate テストにおいて，モルヒネは 100 ng/mL 以上
の血中濃度で抗侵害効果を示す 108，120．この血中濃度は上述した薬物混餌法による身体依存
形成において維持された血中濃度と一致している 118．したがって，ラットにおける鎮痛を
示す血中濃度を指標に投与スケジュールを検討すれば，より強い退薬症候を発現させるこ
とが可能である． 
さらに，ラットにジアゼパム 100 及び 300 mg/kg/day をモルヒネと同様の投与条件である
1 日 1 回 28 日間経口投与した追加実験において，ラットにおけるジアゼパムの血中濃度の
C24h とヒトにおける抗不安及び抗痙攣効果の臨床有効血中濃度も本研究と同様の関係を示
した．すなわち，ジアゼパム 100 mg/kg/day では身体依存が形成されず，300 mg/kg/day では
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身体依存が形成された．また，ジアゼパム 100 及び 300 mg/kg/day における投与初日の Cmax
はそれぞれ 430 及び 653 ng/mL，C24hはそれぞれ 37.5 及び 374 ng/mL であった．したがって，
いずれの用量のCmaxはヒトにおける臨床有効血中濃度である 300～600 ng/mL 121の範囲内で
あったのに対し，C24h は 100 mg/kg/day ではヒトにおける臨床有効血中濃度以下，300 
mg/kg/day ではヒトにおけるその範囲内を維持していた 122．この結果も，身体依存形成には
Cmaxよりも C24hが重要であることを示唆している． 
以上の通り，モルヒネ 10 及び 30 mg/kg/day を 1 日 1 回 28 日間経口投与した結果，10 
mg/kg/day では身体依存を形成しなかったのに対し，30 mg/kg/day では身体依存が形成され
た．モルヒネ投与期間中の Cmax はいずれの用量においてもヒトの最小臨床有効血中濃度の
範囲内もしくはそれ以上であったが，C24hは 10 mg/kg/day ではヒトのその範囲以下であった
のに対し，30 mg/kg/day ではヒトのその範囲を維持していた．したがって，ラットにおける
モルヒネの身体依存形成には，ラットの血中濃度をヒトの最小臨床有効血中濃度以上に維
持する必要がある． 
 
小括 
1) 1 日 1 回 28 日間の経口投与で，投与期間中の投与量を増量しない投与条件で身体依存
を形成できることをモルヒネにより明らかにした． 
2) この条件における身体依存形成には，ラットの血中濃度をヒトの最小臨床有効血中濃
度以上に維持できる投与経路，投与用量及び投与間隔を設定することが必要である． 
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総括 
新規開発中の医薬品を対象として実施される主な薬物依存性試験である，薬物自己投与
試験，薬物弁別試験及び身体依存性試験方法の確立について，以下の知見を得た． 
薬物静脈内自己投与試験では，本研究で用いた薬物自己投与方法は，各用量の被験物質
を自己投与させる前に標準薬を自己投与させる欧米で良く用いられる substitution 法の実験
手続きを実施せずに簡便化したが，substitution 法と同様に薬物の強化効果を適切に評価でき
ること，及び，薬物自己投与試験の用量設定には，本研究で用いた累積用量法による一般
状態観察における効果発現最小用量を指標とした方法が利用できること，並びに，薬物自
己投与試験の用量には効果発現最小用量の 1/250～1/8 を含む用量を設定することで薬物の
強化効果を適切に評価できること，を明らかにした． 
薬物弁別試験では，薬物弁別訓練と般化テストは，必ずしも同一の投与経路を用いる必
要はないことを，腹腔内投与によりモルヒネの弁別を獲得させたラットでコデインの経口
投与による般化テストで明らかにした． 
身体依存形成試験では，1 日 1 回 28 日間の経口投与で，投与期間中の投与量を増量しな
い投与条件で身体依存を形成できること，及び，身体依存を形成するためには，ラットの
血中濃度をヒトの最小臨床有効血中濃度以上に維持できる投与経路，投与用量及び投与間
隔の設定が必要なことを明らかにした． 
以上の通り，薬物自己投与試験では，substitution 法より簡便な新規自己投与法及び自己投
与試験の新規用量設定法を確立した．また，薬物弁別試験では，般化テストにおける投与
経路の選択に関する新たな知見を得た．さらに，身体依存性試験では，新規身体依存形成
法及び用量設定法を確立した．これらはいずれも効率的な薬物依存性試験実施に有用であ
り，無用な実験や動物数の削減に貢献し，さらに，新規医薬品開発における信頼性の高い
結果の提供に寄与する． 
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